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© Antikorper gegen den Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor. 



£ S n ? m ° b8trifft einen monok,ona,en Antikorper gegen ein Membranprotein auf menschlichen Zellen 
oZZuJ S ^ m r SCh,iCh8 26l,en ' dte Binen ™ F -*-eptor besitzen, die bekannten Wirkungen von TNF« 
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Der Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa, Cachectin) und der Tumor-Nekrose-Faktor 0 (TNFjS, Lymphotoxin) 
gehoren zur Familie der Cytokine, einer Gruppe von Polypeptid-Mediatoren, die Signale von einer Zelle zur 
anderen ubertragen. Die Cytokine sind wesentlich an der molekularen Verstandigungsbasis von 
EntzUndungs- und Immunreaktionen des Korpers beteiligt, die ein komplexes Netzwerk von Signalen bildet, 
5 welche die Abwehrreaktionen des Korpers aufeinander abstimmen. 

Der Tumor-Nekrose-Faktor wird bereits zu einem sehr fruhen Zeitpunkt einer Entzundungs- oder 
Immunreaktion ausgeschuttet und regt dann seinerseits die Immunzellen zur Bildung vieler weiterer 
Polypeptide an. 

Menschiicher TNFa wird als Protein mit 157 A.S. Lange sekretiert, das eine N-terminale Propeptidse- 
10 quenz von 76 A.S. enthalt, so dafl reiner TNFa ein relatives Molekulargewicht von 17 kD besitzt (Beutler 
und Cerami, Nature 320 (1986), 584-588). Menschiicher TNF0 unterscheidet sich struktureli von TNFa 
durch das Vorhandensein von starker Glykosylierung und das Fehlen einer internen Disulfidbrucke, besitzt 
jedoch eine 28%ige Homologie auf Aminosaure-Ebene zu TNFa. Obwohl die Synthese beider Cytokine 
aufgrund relativ unterschiedlicher Stimuli erfolgt, besitzen sie ein stark Qbereinstimmendes Spektrum an 
15 biologischen Aktivitaten und binden an einen gemeinsamen Rezeptor (Aggarwal et aL, Nature 318 (1985), 
665-667). Die fOr TNFa und TNF£ kodierenden Gene liegen sowohl bei Menschen (Nedwin et al.. Nucleic 
Acids Res. 13 (1985), 6361-6373) als auch bei der Maus (Nedospasov et al, Nucleic Acids Res. 14 (1986), 
7713-7725) in sehr enger Nachbarschaft auf einem Chromosom. 

TNF-Rezeptoren werden auf alien somatischen Zellen des Korpers, mit Ausnahme der Erythrozyten, 
20 gefunden. Die Rezeptorzahl reicht von einigen 100 Kopien auf bestimmten Zellen bis uber 20.000 auf 
anderen. Die Anzahl der Rezeptoren steht jedoch in den meisten Fallen in keinem Zusammenhang mit der 
Empfindlichkeit der Zellen. In manchen Fallen, z.B. bei T-Lymphozyten, ist der Rezeptor in ruhenden Zellen 
nicht (oder in einer inaktiven Form) vorhanden, kann jedoch durch primare Aktivierung induziert werden 
(Scheurich et al., J. Immunol. 138 (1987), 1786-1790). Der Rezeptor besitzt eine hohe Affinitat fur seinen 
25 Liganden mit einer Dissoziationskonstante von ungefahr 1x10 lo M~ 1 (Scheurich et al.. Int. J. Cancer (1986) 
38. 127-133). Nach Gelfiltrationsexperimenten scheint der TNF-Rezeptor ein Komplex aus mehreren 
verschiedenen Proteinen mit einem relativen Molekulargewicht von ca. 300 kD zu sein (Smith et aL, J. Biol. 
Chem. 261 (1986), 14871-14874). In Zellen unterschiedlichen Ursprungs scheint die dominierende ligand- 
bindende Untereinheit des Rezeptors ein MG von ca. 80 bis 90 kD zu besitzen, wahrend in Zellen 
30 epithelialen Ursprungs zusatziich eine immunologisch damit nicht kreuzreagierende Untereinheiten von etwa 
60 kD vorliegt (Hohmann et al., J. Biol. Chem. 264 (1989), 14927-14934). Es scheinen daher offenbar 
mindestens zwei unterschiedliche Typen von TNF-Rezeptoren zu existieren. Die genaue Natur der Signal- 
ubermittlung nach Bindung von TNF an den Rezeptor wurde bisher noch nicht aufgeklart, es wurde jedoch 
gefunden, da/3 die Antwort auf dieses Signal in verschiedenen Geweben stark unterschiedlich ist. 
35 Bne Verabreichung von TNF kann den Organismus vor bakteriellen Infektionen und hohen Strahlendo- 
sen schtitzen. Eine Behandlung mit TNF kann auch das Absterben von Tumoren bewirken, wobei Blutungen 
in den Tumoren ausgelost werden, die anschlie/tend austrocknen und absterben. Weiterhin ist TNF offenbar 
entscheidend an der Vermittlung der Reaktion des Korpers auf eine bakterielle Infektion, z.B. Fieber 
beteiligt und hilft dem Korper, die Infektion zu uberwinden. Somit besitzt TNF - alleine und in Verbindung 
40 mit anderen Cytokinen - ein sehr bedeutsames therapeutisches Potential. 

Andererseits kann TNF auch eine Reihe pathologischer Zustande hervorrufen, z.B. Kachexie, Gewebe- 
schaden, gramnegativen septischen Schock durch bakterielle Endotoxine und Gehirnentzundung bei Mala- 
ria. Weiterhin wurde ein cytotoxischer Effekt von TNF bei Zellen gefunden, die mit HIV infiziert waren 
(Matsuyama et aL, J. Virol. 63 (1989), 2504-2509). Man findet sogar, da£ auf molarer Basis die Toxizitat von 
45 TNF bei manchen Arten etwa 100.000fach hbher ist als die von Cyanid (Beutler und Cerami, Nature 320 
(1986), 584-588). 

Daher ist offenbar die Konzentration im Organismus fur die Wirkung von TNF entscheidend. Wie bei 
vielen anderen im Korper gebildeten Faktoren scheint es auch beim TNF einen schmalen Grad zwischen 
Nutzen und Schaden zu geben: ein Wirkstoff kann extrem toxisch werden, wenn er in grofien Mengen oder 

so am falschen Ort freigesetzt wird. Diese hohe Toxizitat von TNF bringt wiederum gro/te Probleme bei seinem 
moglichen Einsatz ais Therapeutikum, z.B. bei Tumorerkrankungen, mit sich. Somit war es Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, ein Mittel zu entwickeln, das bei Vorliegen von unphysiologisch hohen TNF- 
Spiegeln im Korper, entweder hervorgerufen durch eine uberhohte endogene Produktion von TNF oder 
durch eine Behandlung mit TNF - insbesondere v/enn eine lokale Anwendung mit hohen Dosen erforderlich 

55 ist - die pathologischen Symptome von TNF, insbesondere das Auftreten von Gewebeschaden und 
Schockzustanden, verringern oder beseitigen kann. 

Die erfindungsgemafle Aufgabe wird durch einen monoWonalen Antikorper gegen ein Membranprotein 
auf menschlichen Zellen geiost, der bei Bindung an menschiiche Zellen, die einen TNF-Rezeptor besitzen, 
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dfe Wi,kunoe ." v °" ™. F ° °*>'"™ Tw « »"ln*af wiigehend neuMlislert 

Honsstudien zeigen. da/3 der erfindungsaemaflB toSSS, ?„ TNF ' R ^ e P torkom P | exes handett. Kompeti- 
mit der Bindu^g von- TNF * a * 
jedoch durch Bindung des erfindungsaemaflen AiZs3. £ « )- Uberrasche nderweise ergibt sich 
Gewebeursprungs (lymphoids. "XTe^^ verschiedenen 
Kompetition mit der TNF-Bindung eine vollstandiae Hemm, nn , , ^ n9 ' 9 vom AusmaB der 
Befund Ut sich annehmen, dafl ^rfSuJ^tTZSrS ^ "* ™ R AUS di6Sem 

» lung sehr unterschiedlicher TNF^AnlworSISStoS!^^^!^ ^ Wr Si 9 nalv ermitt- 
Vorzugsweise kann ein erfindungsgemSfl? /S^, TSS^TS fu " ktione » »**•**■ 
kung von TNF auf menschliche Zellen in gZ^ZZ^L^TT t c ^ scn ^ytotoxische Wir- 
vollstandig neutralisieren. Die antagon-JsohTw^jr^^Z * * L ^ 55 ' 1 " 10 < 1987a >- so ^ 
drei verschiedenen menschiichen Ze.linien unto suTt ^L s^^^^ 8 ^ WUrde an 
cytostatische Effekt von TNF« zusatzlich durch 1 a Systemen wurde der cytotoxische bzw. 
Proteinsynthese-Hemmern (,B. CyciohexS ^VZ^T^LZ L^*™*™™ °*" 
unter den eingesetzten Bedingungen fur s ch a le ne ^einen EinZ a, Prot&ns ^* s °-"™™r 
Reaktionen haben. Es wurde festaestellt daA ZZ «• T I 3Uf d,e Semessenen zellularen 
cytotoxische/cytostatisch; ZtJ^nfurZ ^^J^^T^ * 
neutralisiert. Auf ahnliche Weise neutralist* 2 ,JZt unters " chten ™nschl,chen Zellinien vollstandig 
und mudnern TNFa, welched «* * ^ - ™* 

myeloischen Ursprungs (K582) undone ertZ^K^T ^V" Zellinie 
Systemen wurde zusatzlich eine CoS\Z ZTtnf * {C ?° 2 ° 5) untersu <**- beiden 

urn die ieweiHge Reason ^^SSSSi^^ m^MsT JKJSSST 

- £ 55SS a^:^ rsxas, -c r Antik6 r H39s 
est rssssrr 'iStssssss s ^rsri z ^~ ze,ien 

therapeutisch vertretbaren Konzentrationsbereich d'ie beklter f "rig" £^^oS£ ?EI 
zummdest we.tgehend zu neutralisieren. Um diese Kriterien zu erfUlten. mufl di nSwSTSil^J 
Arrt.korper-E.genschaften eine bn wesentlichen gleiche Antigen-Bindungsstelle wie^eXTunoSemS 
monok.ona.e Ant ikdrper aufweisen. Dem Fachmann auf dem Gebiet de? Immunologie a SSSSfSS * 

sssst? t £s , -r z h bestimmte A r eiche des Ant,k6rpers - nsmiich *• '^srsxs 

SifSS • ? o S be ' e ' ner Abanderu "9 e-'nes erfindungsgemafien Antikdrpers zur Herstellunq 

ernes modrflz,erten Prote.ns mit Antikorper-Bgenschaften wesentlich, daB keine, die Bindunassoez mat 
verandernden Modifikationen in den hypervanab.en Regionen des Antikdrpers ^Zn ^TST, 
moglch, andere Regionen des Antikdrpers (konstante Region oder/und die nicht hypervariabfe^Teile der 

£££ oh 9 ne 0n di U sTchT^B-T dem rh m0d !« 2iert - P ^ein gewisse gewansc^E^ch^n zu 
SfhIS 21 tJ w ? B.ndungs-Charaktenstika des Antikdrpers wesentlich andern. Demnach 

h ; 1 modifizie rte Proteine wie Antikdrper-Teilfragmente (z.B. F(ab) 2 ), einketJge 

Antkorper Oder ch.mans.erte. insbesondere humanisierte Antikdrper (Ersetzen de nicht an irTndung 
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beteiligten Antikorperbereiche durch Sequenzen eines menschlichen Antikorpers). Besonders bevorzugt 
sind in diesem Sinne Proteine mit Antikorper-Eigenschaft, welche im wesentlichen den gleichen Antigen- 
Bindungsbereich wie der Antikorper H398 besit2en. 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Gewinnung eines erfin- 
5 dungsgemaflen monoklonalen Antikorpers, bei dem man auf ubliche Weise Myelomzellen mit Milzzellen 
Oder T-Lymphozyten einer Maus fusion iert, die zuvor mit Affinitats-gereinigtem TNF-Rezeptor- Material aus 
menschlichen P60 Antigen-positiven Zellen, z.B. HL-60 (ATCC No. CCL 240) hyperimmunisiert wurde. 

Zur Reinigung des TNF-Rezeptors werden zunachst Zelimembranen prapariert, anschlieCend solubili- 
siert und Qber eine TNF-Affinitatssaule gereinigt Vorzugsweise erfolgt die Preparation der Zelimembranen 
w durch Homogenisation in einem Glas/Glas-Homogenisator, wobei gegebenenfails eine Vorbehandlung in 
einem hypotonen Medium erfolgen soil Dann erfolgt zunachst eine Abtrennung der Zellkerne und der noch 
intakten Zellen, anschlieflend erfolgt eine Peiletierung der Zelimembranen durch Zentrifugation. Die Solubili- 
sierung des TNF-Rezeptor-Proteins erfolgt erfindungsgema/3 mit einem Puffer, der ein nicht-ionisches 
Detergens, vorzugsweise etwa 1 % Triton X-100 enthalt. Der Solubilisierungs-Puffer kann zusatzlich auch 
75 Leupeptin, Aprotinin und den Protease-Hemmstoff Di-isopropylfluorophosphat (DFP) enthalten. Die TNF- 
Affmitatssauie wird dabei durch Koppiung von TNF, vorzugsweise rekombinantem humanem TNFa an ein 
geeignetes Tragermaterial, vorzugsweise Affigel -15, hergestellt. Die Elution des gebundenen Rezeptors 
erfolgt im sauren Bereich bei pH 3,0. Anschlieflend kann noch ein weiterer Reinigungsschritt, eine 
Acetonfallung, erfolgen. Dazu wird die Probe mit ungefahr 3 Teiien Aceton versetzt und eine ausreichende 
20 Zeit bei einer ausreichend niedrigen Temperatur, vorzugsweise 14 Stunden bei -80° C, aufbewahrt. Der 
entstandene Niederschlag, der das Rezeptor-Protein enthalt, wird abzentrifugiert und in einem geeigneten 
Puffer wieder aufgenommen. 

Die Hyperimmunisierung einer Maus mit dem so gewonnenen Rezeptormaterial geschieht vorzugsweise 
in drei Schritten. Im ersten Schritt (Tag 1) wird 1 fig Rezeptorprotein mit komplettem Freund'schen 
25 Adjuvans intraperitoneal verabreicht, im zweiten Schritt (Tag 40) wird ebenfalls 1 pg Rezeptorprotein, 
versetzt mit inkomplettem Freund'schen Adjuvans, intraperitoneal verabreicht und im dritten Schritt (Tag 55) 
werden 2 Rezeptorprotein ohne Adjuvans verabreicht. Die Entnahme der Milz erfolgt vorzugsweise am 
58. Tag unter sterilen Bedingungen. Die Hersteilung von Hybridom-Zellinien erfolgt nach den ublichen 
Verfahren. Die Immunisierung einer Maus zur Erzeugung eines genUgend hohen Antikorperspiegels gegen 
30 den TNF-Rezeptor ist jedoch auch durch andere geeignete Immunisierungsprotokolle moglich, die dem 
Fachmann bekannt sind. 

Die Fusion der Milzzellen einer, mit dem TNF-Rezeptor- Protein hyperimmunisierten Maus. kann auf 
ubliche Weise erfolgen. Die resultierenden Hybridomklone wurden auf eine Modulation der TNF-Bindungs- 
fahigkeit an der TNF-Rezeptor-positiven menschlichen Leukamiezellinie HL-60 (ATCC Nr. CCL 240) 
35 getestet. 

Aus 413 untersuchten Hybridom-Klonen konnte auf diese Weise eine Hybridom-Zellinie gewonnen 
werden, welche einen erfindungsgema/ten Antikorper sekretiert. 

Weiterhin ein Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel, das einen erfindungsgema/ten monoklona- 
len Antikorper oder/und ein erfindungsgema/tes Protein mit Antikorper-Eigenschaften als Wirkstoff enthalt. 
40 gegebenenfails mit ublichen Trager-, Hilfs- oder/und Fulistoffen. 

Fur die biologische Wirkung von TNFa und TNF/3 ist die Bindung an spezifische Zellmembran- 
Rezeptoren mit hoher Affinitat eine Voraussetzung (Pfizenmaier et al. (1987a) supra). Der erfindungsgema- 
fle Antikorper kann daher diagnostisch eingesetzt werden, um zellulare TNF-Rezeptoren nachzuweisen und 
potientielle TNF-reaktive Zellen in verschiedenen Geweben/Organen zu identifizieren. Dariiberhinaus eignet 
45 sich der obengenannte Antikorper zum Nachweis sezernierter Rezeptorfragmente im Serum und anderen 
Korperflussigkeiten. 

Die gro/3ere Bedeutung von erfindungsgema/ten Antikorpern liegt in ihrer Eigenschaft, bekannte 
biologische Wirkungen von TNFa und TNF/3 mindestens weitgehend zu inhibieren. Fur eine TNF neutrali- 
sierende Wirkung in vitro ist es ausreichend, wenn der Antikorper gemeinsam mit dem Cytokin verabreicht 
so wird; eine Vorinkubation mit anti-Rezeptor-Antikorper ist in vitro nicht erforderlich. 

Aufgrund dieser ausgepragten antagonistischen Eigenschaften in verschiedenen in vitro Experimental- 
modeilen kommt einem derartigen Antikorper eine sehr groBe potentielle therapeutische Bedeutung zu. Ein 
erfindungsgemafier Antikorper konnte bei all den Erkrankungen Anwendung finden, welche mit erhohten, 
pathologischen TNFa/TNF/3-Spiegeln im Serum und/oder anderen Korperflussigkeiten einhergehen und bei 
55 denen TNFa/TNFjS als pathogenes Prinzip erkannt wurde bzw. vermutet wird (Old, Nature 326 (1987), 330- 
331; Warren et al., Mod. Pathol. 1 (1988), 242-247; Beutler & Cerami, Ann. Rev. Biochem. 57 (1989). SOS- 
SIS; Grau et al., Immunol. Rev. 112, 49-70 (1989)). Hierzu gehoren Autoimmunerkrankungen wie z.B. die 
rheumatoide Arthritis und Krebserkrankungen. die mit einer deregulierten TNFa/TNF/3-Produktion der 
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mal.gnen Zelle selbst (z.B. Myelom) bzw. des Immunsystems (2.B. CD4 + -Zellen bei der chronischen B- 
lymphafschen Leukamie: B-CLL) einhergehen. Insbesondere ist an einen therapeutischen , Bns£ : eines 
^dungsgemaflen Antikorpers bei TNF-vermittelten. akut lebensbedrohlichen Krankheitsveriairfen zu den- 

zerehS a r Z 'Li?' m 'J?"? *"* ,nfektionen ^ningokokkensepsis). sowie bei 

ze eb aler Malaria. In d.esen Fallen ist zu erwarten. dafi schon nach kurzzeitiger Behandlung mit den 
Anfkorpem der Krankheitsverlauf gunstig beeinflufit werden kann. Doch auch bei chronischen ErkLkungen 
Z? h ? e t ^T^J Binem e «™^*™»™ Antikorper. bzw. dem modifizierten AntikS^ B 
durch Austausch der konstanten Regionen der Maus durch konstante Regionen des Menschen) moglich 
En we.teres potentieltes Einsatzgebiet des Antikorpers llegt in der Mitbehandlung der AIDS-Erkrankuno 
Verm f~ n9 "'y' Erre96r V ° n A,DS ' dUrCh TNF Stimuliert wird ""d TNF somrt ZTS 
SSTSSSS".-" 0 ? TV ZUm 3kUten Krankheitsbild angesehen wird (Matsuyama et at. TvZ 
i IStS h } k °" nte w der Antik8r P er H398 als an «viral wirksames Prinzip bei solchen AIDS-Patienten 
emgesew werden be, denen entweder schon konstitufv erhohte TNF-Spiegel festgestellt werden 

m3£S1 tea \ M f 5 (19 ? 9) ' 289 " 291) ° der b6i denen durch exo9ene immunstllnereS 
' ^ ?• «f^ fi8Ch akt,VS lmmunisie ™9) eine TNF-Produktion induziert werden konnte 

(Matsuyama e al., (1989) supra). Da der erfindungsgemafle Antikorper H398 in vitro auch inhibtorisch auf 

Z mnT^n^ *"* H r Pr0m0t ° rS " W * die Tra " sk ^«on der retroviral Gene kontS- 
hert konnte der E.nsatz ernes erfmdungsgemafien Antikdrpers einer TNF-induzierten Virustranskription und 
damit einer Vermehrung infektidser Vlren entgegenwirken. =>*"pnon una 

Die Dosierung des erfindungsgemafien Antikorpers zum Antagonisieren unerwQnschter Nebenwirkun- 
gen von TNF >st natUrlich vorn Einze.fa.. abhangig. insbesondere bei einer Verabreichung von TNF befrSgt 
aber vorzugsweise zwischen 0,1 und 100 mg pro Person. oexragt 

chen 0 ' 6 f °' 9enden Beis P ie,e sollen zusammen mit den Abbildungen 1 bis 3 die Erfindung naher verdeutli- 
Es zeigen: 

Abb. 1 die spezifische i Reaktion des Antikorpers H398: er prazipitiert ein jodmarkiertes Membranpro- 

tern mit dem MW 60 kDa aus HL-60 Zeilen, 
Abb. 2 die Neutralisierung der durch TNF hervorgemfenen cytotoxischen bzw. cytostatischen Wir- 
kung durch den Antikorper H398, 

H398 NeUtra ' iSierUn9 dUrCh indU2ierten HL A-Genexpression durch den Antikorper 



Abb. 3 



Beispiel 1 



Reinigung des TNF-Rezeptorproteins 

1.1 Preparation von Zellmembranen 

Puffer A: 125 mM Sucrose 

7,5 mM Tris/HCI pH 7,4 

2 mM EDTA 
Puffer B: 100 mM Tris/HCI pH 7,4 

10 mM MgC! 2 

10 mM CaCI 2 

2 % F6 tales Kalberserum 

(Seramed, Biochrom KG, Berlin) 
Jeweils am Praparationstag wurden die Puffer A und B mit 1 mM Phenylmethylsulfonyfluorid (PMSF) 
verseizt Die fr.sch geernteten Zeilen wurden vor der Homogenisation in einem Glas/Glas-Homogenisator 
bei einer Zelldichte von 1- 10*/ml in Puffer A fur 30 Minuten inkubiert. Diese Vorbehandlung in 
hypotonem Medium erleichterte die anschlieflende Homogenisation mit 30 Schuben bei 1000 Upm Das 
Homogenat wurde mit dem gleichen Volumen Puffer A verdunnt und bei 50 x g fur 10 Minuten 
zentnfugiert, urn Kerne sowie noch intakte Zeilen abzutrennen. Das Sediment wurde einmal mit dem 
gleichen Volumen Puffer A gewaschen und die vereinigten Oberstande bei 12000 x g fur 30 Minuten 
zentnfugiert. Die pelletierten Membranen wurden anschlieflend zweimal mit Puffer B gewaschen Alle 
Praparationsschritte wurden bei 4° C durchgefiihrt. 

1.2 Solubilisierung des TNF-Rezeptors 
Solubilisierungspuffer: 20 mM Tris/HCI pH 7,4 

2 mM MgCI 2 
2 mM CaCI 2 
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1 % Triton X-100 
10 /*g/ml Leupeptin 
1000 KIE/ml Aprotinin 
0,5 tiVm\ DFP 

Der Proteasehemmstoff DFP (Diisopropyl-fluorophosphat (Sigma) wurde jeweils frisch zum Puffer 
gegeben. Das Membranpellet wurde in eiskaltem Solubilisierungspuffer mit 1 ml pro 5 x 10 8 eingesetzter 
Zellen suspendiert und mit 10 Schuben in einem Glas/Glas-Homogenisator bei 1000 Upm homogenisiert. 
Nach einstundiger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz fur 30 Minuten bei 100.000 x g zentrifugiert und 
nur der klare Uberstand weiter verwendet 

1 .3 Herstellung der TNF-Affinitatssauie 

Zur Herstellung der TNF-Affinitatssaule wurden 5 mg gereinigtes, rekombinantes, humanes TNFa an 
1 ml Affigel 1 5 gekoppeit. entsprechend der Vorschrift des Herstellers (Biorad). Zuvor wurde das TNF 24 
Stunden in einem geeigneten Dialyseschlauch gegen den Kopplungspuffer (0,1 M MOPS/HCI pH 7,5) 
dialysiert. Das Affigel wurde dreimal mit bidestilliertem Wasser gewaschen und mit der dialysierten 
TNFa-Losung 4 Stunden kraftig geschuttelt. Die nicht umgesetzten reaktiven Gruppen des Affigels 
wurden danach durch Zugabe von 1 M Tris/HCl pH 7,4 (Endkonzentration 50 mM) fOr eine Stunde 
abgesattigt. Anschlieflend wurde das TNF-Affigel zweimal mit Waschpuffer pH 7,4 (siehe 1 .4) gewaschen 
und in eine FPLOSauIe (HR 5/5, Fa. Pharmacia, Freiburg) gefullt. Vor der ersten Verwendung der Saule 
wurde das gesamte Wasch- und Elutionsprogramm der Affinitatsreinigung mit alien dort verwendeten 
Puffern einmal durchgefuhrt. Die gesamte Herstellung der Saule wurde bei 4° C durchgefuhrt; ebenfalls 
bei 4* C wurde sie in Waschpuffer pH 7,4, versetzt mit 20 mM Natriumazid, aufbewahrt 

1 .4 Affinitatschromatographie 

Waschpuffer pH 7,4: 10 mM Tris/HCl pH 7,4 

150mMNaCI 

0,1 % Triton X-100 
Waschpuffer 3D: 10 mM Tris/HCl pH 7,4 

150 mM NaCI 

10 % Glycerin 

1 % Natriumdesoxycholat 

0,1 % SDS 

0,1 % Triton X-100 
Waschpuffer pH 8,6: 10 mM Tris/HCl pH 8,6 

500 mM KCI 

0,5 % Triton X-100 
Waschpuffer pH 4,5: 50 mM Giycin/HCI pH 4,5 

150 mM NaCI 

0,1 % Triton X-100 
Elutionspuffer pH 3,0: 150 mM Glycin/HCI pH 3,0 

0,1 % Triton X-100. 

Die gesamte Affinitatsreinigung von solubilisiertem Material wurde auf einer FPLC-Anlage (Fa. 
Pharmacia, Freiburg) bei 4*C durchgefuhrt. Zur Proben- bzw. Pufferaufgabe wurde eine Schleife 
(Superloop) mit 50 ml Fassungsvermogen verwendet. 

Der Membranextrakt von 7 # 10 10 Zeilen wurde mit einer Fluflgeschwindigkeit von 0,2 ml/min auf die 
TNF-Affinitatssauie aufgegeben, und anschlie/tend wurde die Saule mit einer Fluflgeschwindigkeit von 
0,5 m!/min mit den Puffern in folgender Reihenfolge (s.u.) gewaschen: 

1) 10 ml Waschpuffer pH 7,4 

2) 10 ml Waschpuffer 3D 

3) 2 ml Waschpuffer pH 7,4 

4) 10 ml Waschpuffer pH 8,6 

5) 2 ml Waschpuffer pH 7,4 

6) 5 ml Waschpuffer pH 4,5 

Der Rezeptor wurde durch den sauren Elutionspuffer (pH 3,0) mit einer Fluflgeschwindigkeit von 0.1 
ml/min von der Saule eluiert. Dabei wurde das Eluat in 10 Fraktionen zu je 1 ml gesammelt und durch 
200 p\ eines 1 M Tris/HCl Puffers pH 7,4, der in die Fraktionsrohrchen vorgelegt wurde, sofort 
neutralisiert. Die Fraktionen wurden bei -20 " C aufbewahrt. 
1 .5 Failung von Proteinen mit Aceton 

Das gesammelte Eluat wurde mit -80° C kaltem Aceton in einem Verhaltnis von 1 Teil Probe/3 Teile 
Aceton versetzt und 14 Stunden bei -80* C aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurde der entstandene 
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Niederschlag 45 Minuten bei 12000 x g in einer kQhlbaren Zentrifuge bei 0° C pelletiert. Der Oberstand 
wurde anschlieflend sofort abgesaugt und das Pellet in 400 20 mM Tris-Puffer, pH 7 4 versetzt mit 0 1 
% .Triton X-100. wieder aufgelost TNF-Bindungsstudien zeigten, da/3 diese Preparation' insgesamt 4 la 
aktives Rezeptorprotein enthielt (Gesamtproteingehalt: 80 ^g). 

2. Immunisierung 

Eine 6 Wochen alte weibliche Maus vom Stamm BALB/c wurde mit dem Rezeptormaterial nach 
folgendem Schema immunisiert: 

Tag 1: Intraperitoneale Injektion von 100 ,1 Rezeptorpraparation (1 kq Rezeptorprotein), versetzt 
mit komplettem Freund'schen Adjuvans (Behringwerke AG, OREC 20/21) (100 >il) 

Tag 40: Intraperitoneale Injektion von 100 ,l (1 ,g Rezeptorprotein), versetzt mit inkomplettem 
Freund'schem Adjuvans (Behringwerke AG, ORED 20/21), 

Tag 55: Intraperitoneale Injektion von 200 ,<l (2 »g Rezeptorprotein), ohne Adjuvans 

Tag 58: Entnahme der Milz unter sterilen Bedingungen, Herstellung einer Milzzellsuspension zur 
Zellfusion mit Myelomzellen. 

3. Herstellung von Hybridomen 

Die Fusion der Milzzellen einer hyperimmunisierten BALB-C-Maus mit NSO-Zellen wurde qenau 
nach Vorschrift von Peters et al. (Monoklonale Antikdrper. Springer Verlag, Berlin. Heidelberg. 1985) im 
Verhaltn.s 5:1 durchgefiihrt und nach Standardselektionsbedingungen (HAT-Medium) kultiviert Insge- 
samt wurden 413 Hybridklone isoliert und nach Transfer in Mikrotiterplatten auf Reaktion mit TNF-R- 
positiven Zellen (HL-60) untersucht. 

4. Screening-Verfahren zur Identifikation von TNF-R-spezifischen, monoklonalen Antikorpern: Modulation 
der TNF-Bindungsfahigkeit 

„ . L?™ 6 HL " 60 Zelle .? wurden mit HybridkulturQberstanden (20 % Endkonzentration) fur 2 Stunden 
bei 37 C inkubiert, der Uberstand nach Zentrifugation abgesaugt und die Zellen fOr weitere 60 Minuten 
bei 4 C mit radioaktivem TNF (20 ng/ml) inkubiert. Die spezifische TNF-Bindung solcher Zellen wurde 
mit der von unbehandelten (NSO-Uberstande) Kontrollzellen verglichen. Von den 413 untersuchten 
Klonen erwies sich einer (H398) nach zweifacher Subklonierung als stabiles IgG produzierendes Hybri- 
dom, welches reproduzierbar die TNF-Bindung blockiert. 

5. Immunprazipitation des TNF-Rezeptors p60 mittels Antikorpern H398 

2x108 HL60 Zellen/Gruppe wurde nach der Lactoperoxidase-Methode oberflachenjodiert, gewaschen 
und mit Tnton X-100 (1 %) solubilisiert. Aus dem Triton X-1 00-Extrakt wurden nach Vorinkubation 
(Preclearmg) mit Prot-A-Sepharose (2 Stunden 0 ) mit Prot-A-Sepharose gekoppeltem mAK H398 bzw 
IgG-Kontrollantikorper (Spur C) immunprazipitiert (16 Stunden, 0*C), das Prazipitat in Tris Puffer (20 
mM) 0.1 % Triton X-100. 1 M NaCI (pH 7.8) dreimal gewaschen. in SDS-Probenpuffer 3' bei 100'c 
inkubiert und der Uberstand auf einer 7.5 % PAGE unter nicht reduzierten Bedingungen aufgetrennt 
Abb. 1 zeigt em Autoradiogramm nach 64 Stunden Exposition des getrockneten Gels. Man erkennt nur 
auf der Spur des H398-lmmunpriizipitates eine spezifische Bande bei 60 kD. Immunprazipftiertes P 60 
besitzt auch nach SDS-Gelelektrophorese im Uganden-blot mit jodmarkiertem TNF spezifische Bin- 
dungseigenschaften fOr TNFa. 



Beispiel 2 

Antagonistische Vvlrkung des Antikdrpers H398 auf den cytotoxischen und cytostatischen Effekt von Tumor- 
Nekrose-Faktoren 

1. H398 als TNF-Antagonist bei der zytotoxischen Wirkung von TNF auf HeLa- und MCF-7-Zellen. 

Menschliche HeLa- bzw. MCF-7-Zellen werden in Mikrokulturen (3x10" Zellen in 0 2 ml Kulturmedi- 
um Clicks/RPMI (Kat.Nr. T125); 5 % Fotales Kalberserum (beide Seramed. Biochrom. Berlin, FRG); fur 
18 Stunden vorkultiviert, dann fur 7 Stunden in Gegenwart von 5 P g/ml Cycloheximid mit 1 ng/ml (50 
Units) TNF und seriellen VerdOnnungen von H398 behandelt. Danach wird die Anzahl Oberlebender 
Zellen durch Anfarben mit Kristallviolett quantifiziert. Abbildung 2 (graue Saule) zeigt. dafl H398 HeLa- 
Zellen vor der zytotoxischen TNF-Wirkung konzentrationsabhangig schutzt. Vergleichbare Daten wurden 
mit MCF-7 erhalten (Tabelle 1). 
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2. Blockierung der wachstumshemmenden \/Virkung von TNF auf U937-Ze!len. 
55 Tumor-Nekrose-Faktoren zeigen auf der menschiichen U937-Zeliinie eine wachstumsinhibitorische 

Wirkung im Synergismus mit Interferon-gamma (Pfizenmaier et al., Blut 55 (1978), 1-10). Die Zelien 
(5x1 0 3 in 0,2 ml Kulturmedium) wurden fur 48 Stunden in Gegenwart von 10 ng/ml Interferon-gamma, 1 
ng/ml TNF und seriellen Verdunnungen an H398 kultiviert. Die Proliferationskapazitat der U937-Ze!len 
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warden durch e.nen sechsstUnd.gen 'H-Thymidinpuls far 6 Stunden bestimmt. In Anwesenheit von mo* 
(10 „g/ml) kommt es zur vollstandigen Inhibition der durch TNF vermitteten zJrZZfS J „ . ! 
Abbildung 2. schwarze Saule). In ahnlicher Weise schUte H398 auch S tn^ ? Sta f t (Tabelle 1 und 
vor murinem TNF, welches auch auf menschlicTn Z^wiSTsJ ' < L ^P"*°*'n> und auch 

3. H398 zeigt keine Wirkung auf Mauszellen. 
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von TNF (24 Stunden Kultur von murinen L929-Zellen in der Ge^enwart vofl n/^A^ BeSt ' mm " ns 
ng/ml TNF) in An- bzw. Abwesenheit von H398-Antiko mfi " , ^ 1 * 9/m ' Act «n D. 1 



75 



25 



^' ^«*"«w> 'mjilui vun murinen Ly^y-z:enen in der Gegerv 
ng/ml TNF) in An- bzw. Abwesenheit von H398-Antik6rper (10 ^g/ml). 

Beispiei 3 

Antagonist Wiring daa Antlkdrpers H398 auf di. durch TNF MM Exprassion „„„ HLA-G.nan 

^tfl^ 90 ^' ™ F -™' sa ' M9 " HU-A.B.C AnSganexprassion auf K562. 
Zallan gaamtat und dia HLA-Antigenaxpraiio^ ™rte , mj Hfc J ^ "T* wurden dle 

pa, d-*^ ta-t-jfjs s ^:c?uo H r^taisr^xs: 

2. Antagonistische Wirkung von H398 der TNF-verstarktPn mi a no a~+- 

Zellen. verstarKten HLA-DR Antigenexpression auf Colo 205- 

Der Experimentalansatz 1st ahnlich dem oben beschrieben rtPrinrh 4fl <?t,,«w^« ^ » ^ 

ng/ml Interferon-gamma, 1 ng/m. TNF). Die Daten ETSESZi t^LZ^en^^Z^'f 

H398, die halbmaximale Hemmung wird hier mit etwa 2 ,<g/ml H398 erreicht. 
Beispiei 4 

Antagonistische Wirkung des Antikorpers H398 auf die von TNF vermrttelte Immunstimulation. 

expSSoS^fr^ FUnkti ° n V ° n TNF iSt diS S « mula *°" der lnter.eukin-2 Rezeptor- 

ESZSTiS fllK P lS?? 7 om ^ S ° 9ena " nten Naturlichen .KiHerzellen (NK-Zel.en) (Scheurich et a... J. 
Immunol 138 (1987), 1786-1790). Auch m d.esem System besitzt H398 antagonistische Wirkuno Es 
wurden 5x10* Zellen der NK-Zellinie YT in 2 ml Kulturmedium fur 24 Stunden in Geoenwart vo Tl 7n 
.s ng/ml TNF sowie seneilen Verdunnungen von H398 ku.tiviert. Die Auswertung ZS$!^Z '™Usl 
m, H,ife von ant-lnter,eukin-2 Rezeptor Antikorpern (anti Tac). Die in TabelFe 1 dargesSn To 
belegen die komplette Inhibition auch dieser TNF-Antwort durch H398. axemen trgebn.sse 
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Patentanspruche 
1 



55 



Monoklonaler Antikorper gegen ein Membranprotein auf menschlichen Zellen, dadurch gekennzeich- 
ne% dafl er bei Bmdung an menschliche Zellen. die einen TNF-Rezeptor besitzen. die bekannten 
Wirkungen von TNF« oder/und TNF/J zumindest weitgehend neutralisiert. oexannten 

Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafi er die durch TNF a 
oder/und TNF 0 stimulierte cytotoxische und cytostatische Wirkung zumindest weitgehend neutralisiert. 

Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 er die durch TNF a 
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oder/und TNF 0 stimulierte Expression von HLA-Genen zumindest weitgehend neutralisiert. 

4. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl er die durch TNF « 
oder/und TNF 0 vermittelte Immunstimulation von T-Lymphozyten und Naturlichen Kilierzellen zumin- 

5 dest weitgehend neutralisiert. 

5. Monoklonaler Antikorper H398, der von der Hybridomzeliinie ECACC 90021617 exprimiert wird. 

6. Protein mit Antikorpereigenschaften, dadurch gekennzeichnet, dafl es eine gleiche Bindungsspezifi- 
to tat wie ein monoklonaler Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 5 besitzt. 

7. Protein mit Antikorpereigenschaften nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 es im wesentli- 
chen di gleiche Antigen-Bindungsstelle wie ein monokionale Antikorper nach Anspruch 5 besitzt. 

is 8. Hybridomzeliinie ECACC 90021617. 

9. Verfahren zur Gewinnung eines monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man auf ubliche Weise Myelomzellen mit MHz- oder B-Zelien einer Maus 
fusioniert, die zuvor mit Affinitats-gereinigtem TNF-Rezeptormaterial aus menschlichen Zellen hyperim- 

20 munisiert wurde. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl man zur Afftnitatsreinigung von TNF- 
Rezeptormaterial zunachst menschliche Zellen homogenisiert, die Membranen aus dem Homogenat 
abtrennt und dann mit einem Solubilisierungspuffer behandelt. der ein nicht-ionisches Detergens 

25 enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS man als nichtionisches Detergens Triton 
X-100 verwendet. 

30 12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, da/3 man das TNF- 
Rezeptormaterial uber eine TNF-Affinitatssaule reinigt, auf der sich immobilisierter TNF befindet. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafl man rekombinanten humanen TNFa 
verwendet. 

35 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB man das TNF- 
Rezeptormaterial nach der Affinitatschromatographie noch durch eine Acetonfailung reinigt. 

15. Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen monoklonalen Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 
40 5 oder/und ein Protein mit Antikorpereigenschaften nach Anspruch 6 oder 7 als Wirkstoff, gegebenen- 

falls mit ublichen Trager-, Hilfs- oder/und Fullstoffen. 

16. Arzneimittel nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl es in einer Dosis von 0,1 bis 100 mg 
Wirkstoff pro Person verabreicht wird. 

17. Verwendung eines monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 bis 5 oder/und eines 
Proteins mit Antikorpereigenschaften nach Anspruch 6 oder 7 zur Behandlung von Krebs, Entzundun- 
gen, Erkrankungen des Immunsystems, Schockzustanden und AIDS. 
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Abb.1 

H398 spezifische Immunpraparation von p60 



H398C 
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